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Doel: 
Het ontwikkelen van een snelle methode voor het bepalen van aflatoxine 
81 in veevoeder met als detectiegrens 1 ~g/kg of lager. 
Samenvatting: 
De in Nederland geldende tolerantie voor het gehalte aan aflatoxine 
B1 in veevoeder, van 20 ~g/kg kan leiden tot een aflatoxine M1 gehalte 
in de melk van 0,16 ~g/kg, tenlijl voor melk een tolerantie van 0,05 
~g/kg wordt voorgesteld . 
Om aan dit gehalte te kunnen voldoen moet de tolerantie van aflatoxine 
B1 in het veevoeder omlaag naar 5 ~g/kg. Een vastgestelde tolerantie 
voor a flatoxine M1 in melk heeft vermoedelijk tot gevolg dat de melk-
producenten een meer uitgebreide controle wensen op aflatoxine B1 in 
veevoeder. Een snelle methode voor het bepalen van aflatoxine 81 in 
veevoeder, met als detectiegrens 1 ~g/kg of lager, is dus ge~~enst. 
Een methode voor he t bepalen van aflatoxine B1 in veevoeder tot op het 
1 ~g/kg niveau is reeds gepubliceerd (3) echter deze is dermate 
bewerkelijk dat hooguit zes monsters per dag kunnen worden geanaly-
seerd. 
De tot heden binnen het RIKILT gebruikte snelle methode (5) heef t een 
detectiegrens van 5 ~g/kg en in eerste instantie werd gezocht naar een 
éénvoudige uitbreiding van deze methode met als doel het verlagen van 
de detectiegrens. 
Experimenten met gelpermeatie, Sep- pak en Etrelut konden echter niet 
leiden tot het verlagen van die detectiegrens . 
Gezocht ~~erd naa r andere methoden en pre-column deri vatiseren van 
aflatoxine 81 met trifluorazijnzuur werd toegepast . 
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Dit resulteerde in een met hode lolaarmee aflatoxine B1 in veevoeder kon 
worden bepaald tot op het 1 i 2 ~g/kg niveau. Ook deze methode bleek 
echter te bewerkelijk voor routinematige analyses. 
Door toepassing van post-column derivatiseren van aflatoxine n1 met 
jodium werd met behulp van reversed-phase HPLC de absolute detectie-
grens voor aflatoxine n1 verlaagd van 2,5 naar 0,05 ng. Door gebruik 
te maken van een clean-up met twee- dimensionale dunnelaagchromato-
grafie werd een voldoende schoon extract verkregen om, in combinatie 
met HPLC en post-column derivatiseren, aflatoxine B1 te kunnen bepalen 
tot op het 0,5 i 1 ~g/kg niveau. De recovery op het 5 ~g/kg niveau 
bleek 85 + 5% (n 10). 
In 60% van de onderzochte monsters lolerd bij de HPLC een tweetal laat 
eluerende componenten \olaargenomen, waardoor de chromatografische ana-
lyse ca . 30 minuten duurde. 
Door een e luenswisseling toe te passen kan deze analysetijd worden 
ingekort tot ca . 15 minuten. 
Conclusie: 
Er ,.,erd een methode ontlolikkeld lolaarmee op snelle en eenvoudige lolijze 
het gehalte aan aflatoxine n1 in veevoeder kan worden be paald met een 
detectiegrens van 0,5 - 1,0 ~g/kg . De recovery op een niveau van 
5 ~g/kg bedraagt 85 ± 5% en met behulp van deze met hode is he t moge-
l i jk om 15-20 monsters per dag te analyseren . Indien de vloeistof-
chromatografische injektie wordt geautomatiseerd kan dit aantal worde n 
verhoogd tot ca . 40 monsters . 
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Inleiding: 
In Nederland geldt een tolerantie voor het gehalte aan aflatoxine B1 
in veevoeder van 20 ~g/kg (1). 
Circa 1-2% van het aflatoxine B1 kan in de vorm van aflatoxine M1 via 
de koe in de melk worden uitgescheiden (2). Indien een koe 10 kg rund-
veevoeder per dag consumeert en deze 25 kg melk produceert, dan bete-
kent dit, bij een aflatoxine B1 gehalte in het voer van 20 ~g/kg, dat 
in de melk een aflatoxine N1 gehalte van ca. 0,16 ~g/kg kan worden 
gevonden . 
De Landbouw Advies Commissie heeft echter voor het gehalte aan afla-
toxine N1 in melk een richtlijn vastgesteld van maximaal 0,05 ~g/1 
(zie ook de Nederlandse Staatscourant van 20-7-'82 nr. 136) . Om aan 
dit gehalte te kunnen voldoen moet de tolerantie van aflatoxine B1 in 
het voer omlaag naar 5 ~g/kg . 
Een vastgestelde tolerantie voor aflatoxine N1 in melk heeft vermoede-
lijk tot gevolg dat de melkproducenten een meer uitgebreide controle 
wensen op aflatoxine B1 in veevoeders. 
Een snelle methode voor het bepalen van aflatoxine B1 in veevoeder met 
als detectiegrens 1 ~g/kg of lager is dus gewenst. 
In 1975 werd een methode voor het bepalen van het gehalte aan afla-
toxine B1 in veevoeders gepubliceerd (3) . Aflatoxine B1 werd hierbij 
uit veevoeder geextraheerd met chloroform en het extract werd gezui-
verd door middel van een vloeistof-vloeistofverdeling en kolomchroma-
tografie. Het gezuiverde extract werd onderworpen aan twee-dimensio-
nale dunnelaagchromatografie volgens de antidiagonale techniek (4) en 
aflatoxine B1 werd visueel en/of densitometrisch bepaald. 
Aflatoxine B1 kan op deze wijze in veevoeder worden bepaald tot op het 
1 ~g/kg niveau. Deze methode is echter arbeidsintensief en voor de 
routinematige analyse van veel monsters niet geschikt . 
Door elimineren van de zuiveringsstappen in bovengenoemde methode werd 
een veel snellere methode verkregen lolaarbij aflatoxine B1 in veevoeder 
kan worden bepaald tot het niveau van 5 ~g/kg (z.g . screeningsmethode) 
(5). Deze methode werd tot nu toe als intern voorschrift gebruikt bij 
de routinematige analyses, echter een verlaging van de detectiegrens 
is gezien bovengenoemde problematiek gewenst. 
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Uitgevoerd onderzoek: 
1. Qi.!:_b.E_e..!_d..!_n~ ~an ..!_n.!:_e.E_n_v~o.E_sE_h.E_i.!_t_nr._F_2.!_: 
Allereerst werd gezocht naar een éénvoudige uitbreiding van het tot nu 
toe gebruikte interne voorschrift met als doel het venlijderen van in-
terfererende componenten, waardoor meer monsterextract op de dunne-
laagplaat kan worden gebracht, met als gevolg een lagere detectie-
grens . 
1.1 Qe.!_p~~e~t~: 
Aangezien op de afdeling Contaminanten een geautomatiseerd gelper-
meatiesysteem aanwezig was, werd getracht hiervan gebruik te maken 
bij de opl.rerking van de veevoeders. Bij dit systeem l.rerd gebruik ge-
maakt van een Bio-beads SX-3 kolom en een mengsel van tolueen en 
ethylacetaat (1/1) als elutievloeistof. 
Een vergelijking tussen een monsterextract zonder en met het gebruik 
van gelpermeatiechromatografie gaf, bij een visuele beoordeling van de 
desbetreffende dunnelaagchromatogrammen, als resultaat dat rond de 
aflatoxine n1 vlek overeenkomstige stoorvlekken aanwezig waren. 
Alleen bij stoorvlekken met veel grotere of kleinere Rf- waarden dan die 
van aflatoxine n1 kon verschil worden aangetoond . 
Hieruit kon geconcludeerd worden dat het gebruikte gelpermeatiesysteem 
geen effekt had als clean-up bij veevoeders. 
1. 2 ~e.e_-.e_a~ E_l~a~-up : 
Een andere mogelijkheid was de toepassing van een kolom clean-up met 
behulp van Sep-pak. 
1.2.1 ~e.e_-.e_a~ ~i.!_iE_a~e.!_: 
Het elutiepatroon van aflatoxine n1 op Sep-pak silicagel werd bepaald 
met vier elutievloeistoffen . In figuur 1 wordt dit patroon weerge-
geven. Gebruik makend van dit elutiepatroon werd aan 5 rol chloroform-
extract van veevoeder 5 rol hexaan toegevoegd en dit mengsel werd over 
een Sep-pak kolom gebracht, waarbij aflatoxine n1 achterbleef. 
Vervolgens werd aflatoxine n1 geelueerd met 5 ml chloroform/methanol 
(97/3). 
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elutiepntroon van 
aflatoxine B1 op Sep-pak silicagel. 
1. chloroform/metanol (97/3) 
2. chloroform 
3 . chlorofora/hexaan (5/5) 
''· ether/hexaan ( 5/5) 
ml elutievloeistof 
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Een vergelijking tussen een monster-
extract zonder en met deze kolom 
clean-up gaf, bij een visuele beoor-
deling van de desbetreffende dun-
nelaagchromatogrammen als resultaat 
dat vlak bij de af latoxine n1 vlek 
dezelfde stoorvlekken lverden l•lBarge-
nomen en hieruit kon geconcludeerd 
worden dat deze clean- up geen effect 
had indien toegepast op veevoeders . 
1. 2, 2 ~e.E_-.E_ak ~e~e.!_s~d-pÈ_a~e _ (~P _1 n 
Het elutiepatroon van aflatoxine B1 op Sep- pak RP 18 werd bepaald met 
mengsels van acetonitril en lvater in verschillende verhoudingen. 
In figuur 2 wordt dit patroon lveergegeven . 
Getracht werd om een Sep-pak RP 18 clean-up te gebruiken na indampen 
van het chloroformextract van veevoeder . 
fi guur 2: clutiepatroon van 
aflatoxine Bä op 
Scp-pak RP-1 • 
1. acetoni tril 
2. neetonitril/water (8/2) 
3. neetonitril/water ( 6/lt) 
'• · ace tonitril/water (lt/6) 
5 • neetonitril/water (2/8) 
_. 
1\) ~ "' 00 0 
ml elutiovloeistof 
Hierbij werd gedacht aan het opnemen 
van het drooggedampte veevoeder-
extract in acetonitril/water (2/8) 
e n dit op de kolom te brengen , ver-
volgens na te spoelen met 2 ml van 
dit mengsel en hierna afl atoxine B1 
te elueren met 2 ml acetonitril. 
Echter na i ndampen van he t veevoe-
derextract en toevoegen van 4 ml 
acetonitril/water ontstond een zeer 
troebele oplossing, met als gevolg 
problemen bij het overbrengen op de 
1\) kolom. 
0 
Geconcludeerd werd dat het vee-
voeder, na extractie met chloroform, 
te veel in lvater onoplosbare stoffen bevatte om een Sep- pak RP 18 
clean-up met s ucces te kunne n toepassen. 
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1.3 Extrelut: 
Schweighardt (6) gebruikte bij de opwerking van diervoeders een met 
poreuse kieselgur gevulde kolom (Extrelut). 
Na extractie van veevoeder met een mengsel van aceton en ,.,ater (65/35) 
werd aan het extract een loodacetaatoplossing toegevoegd en na centri-
fugeren werd van het supernatant 20 ml op een extrelutkolom gebracht. 
Na 10 minuten werd geeluee rd met een hexaan/ether mengsel, vervolgens 
met hexaan en uiteindelijk werd aflatoxine B1 van de kolom geelueerd 
met een mengsel van chloroform/hexaan. 
Deze methode werd nage,.,erkt en dunnelaagchromatografisch ,.,-erd bekeken 
in hoeverre interfererende vlekken in het eindextract aanwezig waren. 
Het resultaat was dat dezelfde interfererende vlekken vlakbij afla-
toxine B1 aanwezig ,.,aren als bij voorgaande experimenten en tevens 
moet worden opgemerkt dat deze methode veel langduriger en bewerke-
lijker is dan het door ons gebruikte interne voorschrift. Er we rd 
geconcludeerd dat toepassing van extrelut geen verbetering geeft. 
2. Nieuwe methoden : 
Aangezien de hiervoorgenoemde reinigingstechnieken weinig of geen ver-
betering opleverden bij de op,o~erking van veevoederextracten, werd in 
de literatuur gezocht naar methoden voor he t bepalen van aflatoxine 
B1 in veeoveder . 
2 . 1 .!~_r~-~O.!_U!!!_n_ d~ri vat_!s~r~n-m~t_b~h~l.E_ x a_!! _!r_!f.!_u~r~z_!j_!!Z~U.E_: 
Cohen (7) bepaalde aflatoxinen in granen en diervoeders door deze t e 
extraheren met een mengsel van acetonitril en water . Het extract werd 
figuur 3 : ch romalogrammen van een standaard aflatoxine B2 A 
en een monster opgewerkt 
volgen'il A Coh en ( 7). 
0 , 5 ng . 
Btandaard B
2
A 
OLl.V'+ • '+ 
20 mg . 
monster 
inj. 
9 ppb . 
gezuiverd met behulp 
van een Sep-pak 
silicagel kolom en na 
reactie met trifluor-
azijnzuur werden de 
af latoxinen geschei-
den met behulp van 
reversed-phase HPLC. 
Aflatoxine B1 werd 
als aflatoxine B2A 
gedetecteerd met be-
hulp van een fluo re-
scentiedetector. 
- 5 -
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De detectiegrens van deze methode zou liggen op het 2,5 ~g/kg niveau 
met reeoverles varierend tussen 82 en 99%. 
Deze methode ~.,rerd nagewerkt en de chromatagrammen van een standaard-
oplossing van aflatoxine B2A en van 20 mg mengvoeder, met een afla-
toxine B1 gehalte van ca . 10 ~g/kg zijn weergegeven in figuur 3 . 
Zoals te zien in deze figuur was in het monsterextract een component 
aanwezig die vlak voor aflatoxine B2A elueerde. 
Dit maakt de methode ongeschikt voor het bepalen van aflatoxine B1 in 
mengvoeders beneden het niveau van 5 ~g/kg . 
2 . 2 Via het Spelderholt werd een voorlopig intern voorschrift omtrent 
het bepalen van de aflatoxinen B1 , B2 , G1 en G2 in veevoeder 
verkregen . Hierbij ~.,rerden de aflatoxinen uit het voer geextraheerd met 
een mengsel van aceton en water . Na filtreren van het extract ~.,rerd 
water en een loodacetaatoplossing toegevoegd en na filtreren van deze 
oplossing werd geextraheerd met chloroform en een mengsel van chloro-
form en ace ton . Na drogen en indampen van het chloroformextract werd 
een silicagel clean-up toegepast en het aflatoxine B1 houdende eluaat 
werd drooggedampt, waarna trifluorazi jnzuur \.,rerd toegevoegd . 
Deze oplossing werd verdund met een mengsel van water en acetonitril 
en de aflatoxinen werden gescheiden met behulp van Reversed-phase HPLC 
en gedetecteerd met behulp van een fluorescentiedetector. Met deze 
methode zou aflatoxine B1 in het voer kunnen ~.,rorden bepaald tot het 
niveau beneden 1 ~g/kg. 
Deze methode werd nagewerkt met mengvoeder als matrix. 
In figuur 4 zijn chromatagrammen t.,reergegeven van een standaard afla-
toxine B2A, een mons ter (0,12 g) en een monster met toevoeging van 
aflatoxine B1 op het niveau van 20 ~g/kg . 
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van het Speldorholt, 
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A 
al011 B t 
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In het monsterextract werd, op detectiegrensniveau, een piek op de afla-
toxine n2A plaats \~aargenomen \~elke overeenkomt met een aflatoxine 
n1-gehalte van 2 ~g/kg. De recove ry op het niveau van 20 ~g/kg bedroeg 
77% . 
Een nadeel was dat de aflatoxine B2A piek vlak achter een interfe reren-
de component elueerde en de aflatoxine B2A piek zelf zee r breed was.In 
vergelijking met chryseen (k' =S) werd op dezelfde kolom voor afla-
toxine B2A (k'=3) een ca . tien maal zo klein schotelgetal gevonden. 
Hieruit \~erd geconcludeerd dat Lichrosorb RP18 geen ideale kolomvul-
ling was voor aflatoxine n2A. 
Op een Lichrosorb RP8 kolom \~erd eenzelfde verschijnsel waargenomen. 
Ondanks het feit van een brede aflatoxine n2A piek moest worden 
geconcludeerd dat deze methode, vanwege een detectiegrens op 1 i 2 
~g/kg niveau, de beste resultaten gaf. 
Voor routinematige analyses van grote aantallen veevoeders is de 
methode echter vrij be\.,.erkelijk en getracht werd om deze te ve reen-
voudigen door het inpassen van een Sep-pak silicagel clean-up . 
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De extractie werd op gelijke wijze uitgevoerd als beschreven in het 
voorlopige interne voorschrift van het Spelderholt, echter na indampen 
van het chloroformextract werd het residu opgenomen in een mengsel van 
ether en hexaan (1/1) en op een Sep-pak kolom gebracht, vervolgens 
werd nagespoeld met dit mengsel en af latoxine n1 werd geelueerd met 
een mengsel van chloroform en methanol (97/3). 
Na indampen van het eluaat en derivatiseren met trifluorazijnzuur werd 
weer op gelijke wijze gehandeld als bij de Spelderholt methode. 
In figuur 5 wordt een chromatagram w·eergegeven ,.,elke werd verkregen na 
injectie van 0,11 g op deze wijze behandeld veevoeder (hetzelfde vee-
voeder als gebruikt bij figuur 4). 
Het aflatoxine n1 gehalte in dit monster was 2 }.lg/kg en ,.,at opvalt is 
dat er voor aflatoxine B2A een brede stoorpiek aanwezig was. Ondanks 
deze stoorpiek bleek het toch mogelijk om aflatoxine B1 te kunnen 
bepalen tot op het 1 à 2 }.lg/kg niveau en deze clean-up '"'erkt sneller 
dan die gebruikt door het Spelderholt, terwijl met een recoveryproef, 
op het 20 }.lg/kg niveau, een overeenkomstige waarde van ca. 80% ,.;rerd 
verkregen. 
figuur 5 : chromutogr nm vvu 0 , 11 g 
monster opgewerkt met methode 
Spelde rholt en Sep-pak silicagel 
bij de clean-up. 
gehalte B1 2ppb. 
Vervolgens werd een standaardmengsel van de vier aflatoxinen gederiva-
tiseerd met trifluorazijnzuur en op hetzelfde HPLC systeem gescheiden. 
In figuur 6 '"'ordt het verkregen chromatagram weergegeven. 
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De vier aflatoxinen zijn tot op de basislijn gescheiden en de afla-
toxinen n1 , D2 , en G2 kunnen in veevoeders worden bepaald tot op 
het 1 à 2 ~g/kg niveau. 
Het bepalen van aflatoxine G1 in veevoeders geeft problemen omdat het 
gederivatiseerde produkt aflatoxine G2A tussen een aantal inter-
fererende componenten elueert. 
fi guur 6 •: chromatagram van een gederi va tiseerde 
standaardoplossing van de aflatoxinen 
B1 , B2 , G1 en G2 ( 4 ng per aflatoxine). 
Condities: kolom:Lichrosorb 5 urn RP18 
B A 
G A 
eluens : water/methanol/acetonitril 
18 I 4 I 3 
flow: 1 ml/min. 
speed 0 ,2 cm/min. 
B 
2 • 3 rr~-E._O..!_UE!.n_ d~r.!_v~t.!_s~r~n_ met_j~d.!_uE!.: 
Davis (8) publiceerde een methode w·aarbij aflatoxine n1 werd gederi-
vatiseerd met een jodiumoplossing. Het gederivatiseerde aflatoxine D1 
werd vervolgens gechromatografeerd op e en Bondapak RP18 kolom met een 
mengsel van methanol en loTater als mobiele fase. 
De retentietijd van het gederivatiseerde aflatoxine D1 is korte r dan 
die van niet gederivatiseerde aflatoxine n1 en in tabel 1 worden de 
retentiet ijden van de aflatoxinen op dit s ysteem weergegeven . 
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De fluorescentieintensiteit van aflatoxine B1 nam met een factor 25 
toe indien met jodium '~erd gederivatiseerd. 
Een nadeel van het pre-column derivatiseren van aflatoxine n1 met 
jodium '~as dat bij de hogedrukvloeistofchromatografische scheiding 
meerdere gederivatiseerde componenten '~erden waargenomen en Davis 
adviseerde om deze methode te gebruiken als confirmatiemethode. 
Tabel 1: Retentietijden van aflatoxinen en derivaten volgens Davis (8) 
aflatoxine retentietijd in min 
B1 12 
B2 11 
G1 10 
G2 9 
I2-B1 7,5 
I2- G1 6,0 
B2A 5,5 
2 . 4 Ko~t.:.c~l~mE_ ~e!_i~a..!:_i~e!_eE_E!_e..!:_ _j_odium: 
Thorpe (9) introduceerde op het internationale symposium voor myco-
toxinen en phycotoxinen in Wenen een methode voor het bepalen van 
aflatoxinen in graan en pindakaas, waarbij gebruik werd gemaakt van 
HPLC met een fluorescentiedetector en post-column derivatisering met 
een verzadigde jodiumoplossing. Met behulp van dit systeem werden van 
de aflatoxinen B1 en c1 sterk fluorescerende jodiumderivaten gemaakt. 
Alvorens dit post-column systeem te gaan gebruiken bij de ontwikkeling 
van een methode voor het bepalen van aflatoxine B1 in veevoeder werden 
een aantal statische experimenten uitgevoerd om het effekt van tem-
peratuur, concentratie reagens, concentratie aflatoxine B1 enz. op de 
reactie te onderzoeken. 
2.4.1 ~t~t.!_s~h~~x..e_e!_iE!_eE_ten: 
In de publicaties van Thorpe (9) en Davis (8) werd een verzadigde 
waterige oplossing van jodium als reagens gebruikt . 
Aan 1 gram jodium werd 200 ml water toegevoegd en na 15 minuten mengen 
werd gefiltreerd . Dit reagens werd in de hiervolgende experimenten 
gebruikt . 
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2.4.1.1 Davis maakte een standaardoplossing van het jodiumderivaat van 
aflatoxine n1 door 1 ml verzadigde waterige jodiumoplossing toe te 
voegen aan 20 ml waterig aflatoxine n1 oplossing . 
Vervolgens werd gedurende 15 seconden verwarmd in een kokend waterbad. 
Op gelijke lolijze lolerd een gederivatiseerde standaardoplossing gemaakt 
en hiervan werden fluorescentiespectra opgenomen . 
Het excitatiemaximum (364 nm) en het emissiemaximum (420 nm) van het 
jodiumderivaat zijn gelijk aan die van het niet gederivatiseerde afla-
toxine n1 • De fluorescentieintensiteit van de gederivatiseerde stan-
daardoplossing bleek een factor 15 hoger dan die van niet gederivati-
see rd aflatoxine n1 • 
fi g uur 7 : 
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2.1 . 4 . 2 Vervolgens lolerd een ijklijn van gederivatiseerde en van niet 
gede rivatiseerde aflatoxine B1 gemaakt en het resultaat is weergegeven 
in figuur 7. De f luorescentieintensiteit van het gederivatiseerde 
aflatoxine n1 was lineair binne n het onderzochte concentra tiegebied . 
2.4 . 1 . 3 Om invloed van de jodiumconcen tra tie op de fluorescentie-
intensiteit te kunnen beoordelen werd aan een aflatoxine n1-oplossing 
verschillende hoeveelheden verzadigde jodium-oploss ing toegevoegd, 
waarna de eindconcentratie van aflatoxine n1 op 0,25 ~g/ml werd 
gebracht . 
De verhouding oplosmiddel/reagens werd uitgeze t t egen de fluorescentie 
(zie figuur 8) en hieruit is gebleken dat de fluorescentie toeneemt 
bi j grotere jodiumconcentrati e . 
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figuur e : Invloed van de ve r houding o plosmiddel / reagen s op de 
fluo rescentiein tenaiteit. 
20/1 10/ 1 5/1 1/ 1 
verhouding oplosmiddel/reag ens 
2.4.1.4 Vervolgens werd de invloed van de reactietemperatuur bekeken. 
Gelijk aan Davis (8) werd de reactie gedurende 15 seconden bij 100°C 
uitgevoerd en in figuur 9 is t e zien dat nadie n een constante 
fluorescentieintensiteit werd waargenomen. 
Indie n de reactie bij kampertemperatuur wordt uitgevoerd en direkt de 
fluorescentieintensiteit wordt gemeten blijkt deze de helft van die 
van voorgaand experiment en loopt ver volgens op tot een maxima le 
intensitei t die na 10 minuten is be r eikt . 
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Een 0,5 minuut venmrmen bij 60°C geeft een iets lagere fluorescen-
tieintensiteit maar indien gedurende 1 minuut bij 60°C wordt verwarmd 
wordt een gelijke fluorescentieintensiteit waargenomen als na 15 
seconden bij 100°C te hebben verwarmd. 
Voor een optimaal reactieverloop moet dus gedurende 15 seconden bij 
100°C of gedurende 60 seconden bij 60°C \Wrden verwarmd. De statische 
experimenten samenvattend kan gezegd worden dat indien de manier van 
Davis (8) (verhouding oplosmiddel/reagens 20/1) wordt toegepast de 
fluorescentieintensiteit met een factor 15 toeneemt. 
Door de concentratie van het reagens te verhogen kan de toename van de 
fluorescentieintensiteit worden vergroot tot een factor van ca. 100. 
De optimale combinatie reactietijd en reactietemperatuur is 15 secon-
den bij 100°C of 60 seconden bij 60°C. 
2.4.2 ~xpe!_i~eE_ten_m~t_H~L~~n_p~s.!_-E_o.!_u~n_d~r..!_v~t..!_s~ren: 
Thorpe (9) gebruikte als reactiespiraal een 3 meter lange teflon 
leiding met een inwendige diameter van 0,5 mm (volume 0,6 cm3 ) . 
Door een flow van de mobiele fase en het reagens van respectievelijk 
0,29 en 0,11 ml/min te nemen \.;rerd een reactietijd van 1,5 minuut 
gecreëerd. De temperatuur van de kolom en reactiespiraal werd op 60°C 
gethermosteerd. 
De gebruikte kolom was een Spherisorb ODS en als mobiele fase werd een 
mengsel van 0,01 m KH2Po4 , acetonitril en methanol (60 : 22,5 : 17,5) 
gebruikt. 
Een schema van de door ons gebruikte opstelling is weergegeven in 
onderstaande figuur. De condities \.;raarbij de experimenten zijn uitge-
voerd worden hieronder beschreven: 
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kolom: Cptm microsphere C18 
(lengte 10 cm, id = 4,6 mm) 
eluens: acetonit ril/water 3/7 
flow: 0,5 ml/min 
fluorescentiedetector: ex 360 nm en 
em > 420 nm 
stand: gain 32 
ruisfilter: Spectrum 1021 cut off 
fre~ 0,01 Gain 1. 
reagens: verzadigde waterige jodium-
oplossing 
spiraal: teflon lengte 3 meter 
id 0,5 cm 
Het reagens werd met behulp van een T-stuk loodrecht op de mobiele 
fase toegevoegd. 
In eerste instantie werd met de hierboven weergegeven opstelling en 
condities aflatoxine n1 bij 20°C gechromatografeerd zonder gebruik te 
maken van een post-column derivatisering. 
Onder dezelfde omstandigheden werden de aflatoxinen G1 , G2 en n2 ge-
injecteerd. 
De retentietijden en de absolute detectiegrenzen voor de vier afla-
toxinen zijn: 
aflatoxine B1 
B2 
G1 
G2 
retentietijd 
6,8 min 
5,0 min 
5,4 min 
4,1 min 
absolute detectiegrens 
2,5 ng 
0,025 ng 
2,5 ng 
0,05 ng 
Vervolgens l'lerd bij 60°C aflatoxine B1 in het systeem gebracht en 
zowel zonder als met post-column derivatisering gedetecteerd . 
Het resultaat is loleergegeven in figuur 11. 
De gevoeligheidswinst ten gevolge van het post-column derivatiseren 
bedroeg een factor 35, berekend op piekhoogte en een factor 50 bere-
kend op piekoppervlakte. Deze gevoeligheidswinst is in overeenstemming 
met die welke Thorpe (9) vermeldde. 
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De absolute detectiegrens voor aflatoxine n1 werd door middel van het 
post-column derivatiseren met jodium verlaagd van 2,5 ng naar 0,05 ng. 
Vervolgens werd bij gelijke flow van de mobiele fase (0,5 ml/min) de 
flow van het reagens gevarieerd . Bij toevoegen van meer reagens nam de 
piekhoogte van het gederivatiseerde B1 af en een optimale piekhoogte 
werd verkregen bij een reagensflow van 0,3 ml/min. 
figuur 11 chromalogrammen van aflatoxine B 
zonder en met Post-column deriva~iseren 
~ 20 ng. aflaloxin B1 b. 1 n g . aflatoxine B1 zonder Post-colu n -- met Post-column 
der i vatiseren der i vati s eren 
inj. 
2 . 5 Hons.!_eE_v~oE_b~lY'er~ing: 
Een absolute detectiegrens van 0,05 ng aflatoxine n1 gaf een goede 
uitgangspositie voor het bepalen van aflatoxine n1 in mengvoeder. 
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Voor het doen verkrijgen van een detectiegrens van 1 )lg/kg was het 
noodzakelijk om 0,05 g monster te injekteren. 
Het vinden van een snelle monstervoorbewerking, welke een voldoende 
schoon extract op zou leveren om 0,05 g monster te kunnen injekteren 
zonder last te hebben van interferenties op de aflatoxine n1 plaats 
was het doel. 
2. 5.1 In eerste instantie werd een mengvoeder opgewerkt volgens het 
EEG-voorschrift (10). 
Schema 1: schematische voorstelling van de monstervoorbewerking 
gebruikt naar aanleiding van het EEG voorschrift. 
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figuur 12: chromotogrom van een monsterextract 
(0,02 g . ), opgewerkt volgens EF.G 
methode (mobiele fase acetonitril/ 
water 3/7) 
i j. 
Na injektie van dit monsterextract 
in het HPLC-systeem met post-column 
derivatiseren werd een chromatagram 
verkregen zoals is \oleergegeven in 
figuur 12. Aflatoxine B1 lag vlak 
achter een stoorpiek . Door het 
eluens te veranderen van aceton!-
tril/water (3/7) naar een verhouding 
van 2/8 verschoof deze stoorpiek van 
vlak voor aflatoxine n1 naar vlak 
erachter. Deze op\o~erking was dus 
niet geschikt voor het bepalen van 
aflatoxine B1 in mengvoeders tot op 
het 1 ~g/kg niveau . 
2 . 5.2 Gedacht werd om de methode 
volgens het intern voorschrift nr 
F 21 te gebruiken en na de twee-
dimensionale TLC aflatoxine B1 van 
de plaat te extraheren . 
Een nadeel \o~as echter dat bij dit 
voorschrift per dunnelaagplaat 
slechts ~ên monster kon worden 
opgebracht . 
In een publicatie van de Bundesarut für Gesundheitswesen in Zwitserland 
(11) werd een methode weergegeven voor het bepalen van aflatoxine 
M1 in melk waarbij gebruik werd gemaakt van twee-dimensionale dunne-
laagchromatografie waarbij meerdere monsters op een plaat \o~erden 
gebracht . De monsters en standaarden werden opgebracht zoals aangege-
ven in figuur 13 . 
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Na de eerste maal ontwikkelen met ether, waarbij de aflatoxinen niet 
elueren, werd op de stippellijn de plaat doorgeknipt en vervolgens in 
de tegenovergestelde richting geelueerd met een tweede loopvloeistof. 
Bij deze manier van chromatograferen kunnen op fifin TLC-plaat van 
20 x 20 cm zes monsters en drie standaarden worden opgebracht. 
Deze techniek wordt toegepast bij de bepaling van aflatoxine n1 in 
veevoeder. 
De extractie zoals beschreven onder 2.5.1 werd gebruikt waarna 5 ml 
chloroformextract ~-1erd ingedampt tot 200 ~1 en hiervan werd 40 ~1 
(= 0,2 g) op de dunnelaagplaat gebracht. 
Voor dit experiment werden Alufolien kieselgelplaten gebruikt . 
Ook hier werd als eerste loopvloeistof ether gebruikt, waarbij afla-
toxine n1 op de plaats bleef waar het was opgebracht. 
De plaat ~-1erd na de eerste maal ontwikkelen afgeknipt, zoals eerder 
beschreven en in de tegenovergestelde richting geelueerd met een 
mengsel van chloroform, aceton en water (88/12/0,2). 
Na elutie werd aan de hand van de opgebrachte standaarden de afla-
toxine n1 vlek uit het monster gelocaliseerd. 
Het stukje dunnelaagplaat waarop aflatoxine B1 aanwezig was ~-~erd uit-
geknipt en de silicagel werd met behulp van een scalpel afgekrabd. 
De silicagel werd via een trechter in een pasteurpipet gebracht ~-1aarin 
een prop glas~wl was aangebracht. Aflatoxine B1 werd van de silicagel 
geelueerd met een mengsel van dichloormethaan en aceton (6/4) . 
Vervolgens werd het eluaat ingedampt en het residu opgenomen in 100 ~1 
methanol, waarvan 20 ~1 (0,04 g) werd geinjecteerd in een vloeistof-
chromatagraaf met post- column derivatisatie . 
De standaard aflatoxine n1 welke bij de HPLC moest worden gebruikt 
werd in methanol opgelost omdat het in dit oplosmiddel meer stabiel 
was dan in acetonitril . 
Een 20 ~1 injektie van deze standaardoplossing (0,5 ng) gaf een gemid-
delde piekhoogte van 11,4 cm. De ruis bedroeg 0,3 cm en de absolute 
detectiegrens voor aflatoxine B1 was dus 0,04 ng. 
Volgens bovenstaande wijze werd een monster veevoeder en dit monster 
met toevoeging van aflatoxine B1 (in viervoud), op het 10 ~g/kg niveau, 
onderzocht . 
In figuur 14 worden chromatagrammen van een standaard, een monster en 
een monster met toevoeging weergegeven. 
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figuur 14: chromatagrammen van een stlUldaard aflatoxine B1 , 
eon monster en een monoter met toevoeging (10 ppb), 
met 2-dim. TLC als clean-up. · 
0,5 ng st. 
,,,. I 
LJ 
0,04 g monster 
gehalte B1 2,2 ppb 
O,Oit g monster 
( + 10 ppb) 
gehalte a, 10,5 ppb 
B~ 
Het aflatoxine n1 gehalte in het monster bedroeg 2,2 ~g/kg en de ge-
halten in de monsters met toevoeging waren resp.: 
10,1 ~g/kg 
10,5 
11,0 
9,6 
Het gemiddelde aflatoxine n1 gehalte in de monsters met toevoeging 
bedroeg 10,3 ± 0,7 ~g/kg . 
Hieruit bleek dat het resultaat een spreiding vertoonde die kleiner 
was dan 10% en de recovery bedroeg 81 + 7% . De detectiegrens lo7as 
1 ~g/kg. 
Het voordeel van een twee-dimensionale dunnelaagchromatografische 
clean-up wordt nogmaals bewezen door een op deze wijze opgewerkt meng-
voeder te vergelijken met de opwerking volgens het EEG-voorschrift en 
met de clean-up welkeVan Egmond (12) en Stubblefield (13) gebruikten 
bij hun methoden voor het bepalen van aflatoxine n1 in resp . 
levensmiddelen en lever. 
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Bij laatstgenoemde methode werd het chloroformextract gezuiverd op 
een silicagelkolom met als elutievloeistoffen: chloroform/hexaan 
(1/1), tolueen/ijsazijn (9/1), hexaan, acetonitril/ether/hexaan 
(5/30/65) en aflatoxine n1 werd geelueerd met een mengsel van chloro-
form en aceton (4/1). In figuur 15 worden de chromatagrammen weerge-
geven die werden verkregen met behulp van bovenstaande methoden en 
hieruit blijkt dat de twee-dimensionale dunnelaagchromatografische 
clean-up het beste resultaat gaf omdat hierbij aflatoxine n1 volledig 
gescheiden is van interfererende componenten uit de matrix. 
fi ,ç 11 ur 1 5 ; ch r o ma t ag r amm e n ve r·kreg en na o p· ... ·e e k in g va n ee n mengvo ~{t e r 
m. b . •l . 2-dim . T LC , EEG me t hodd en cl~an -up volg ens v. F.~mond 
e n reve r sed phas~ HPLC me t Po s t - column d eri•1atiser'.! n met jodium. 
s t. 0 , 5 ng . 
~ rhtoxi n e B1 
0 , 0 11 g mo nst 'lr 
c l P. n n - up me t 
2 - di m. TLC 
~~10, 05 g monn t e o· 
~ EEG metho rl ~ 
I 
i 
0 , 0 5 , )!mo r>li te r cl eo n-~p vo l gen s 
v. Egm nd. 
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In het voorgaande experiment werd na de twee- dimensionale TLC clean-up 
het stukje dunnelaagplaat, waarop aflatoxine n1 a anwezig was, uitge-
knipt en de silicagel werd met behulp van een scalpel afgekrabd. 
Dit afkrabben ~.;rerkte voldoende nam.;rkeurig maar is bewerkelijk. 
Gedacht werd om het stukje dunnelaagplaat te extraheren met een 
mengsel van dichloormethaan en aceton (6/4). 
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Het stukje dunnelaagplaat (2 x 1 cm) werd in een cultuurbuis gebracht 
en vervolgens werd 4 ml dichloormethaan/aceton toegevoegd en na 1 min 
mengen met behulp van een vortex mixer werd de extractievloeistof 
gefiltreerd in een tweede cultuurhuis. Bij deze filtratie werd gebruik 
gemaakt van een trechter waar in de hals een prop glasl.;rol stevig was 
aangebracht. Het stevig aanbrengen van het glaswol is belangrijk omdat 
gee n silicagel, afkomstig van de dunnelaagplaat, in het filtraat 
terecht mag komen . De eerste cultuurbuis werd nagespoeld met resp . 2 en 
1 ml dichloormethaan/aceton en dit werd eveneens gefiltreerd in de 
tweede cultuurhuis . De extractievloeistof werd drooggedampt in een 
waterbad van 50°C en onder een constante stikstofstroom en het residu 
werd opgelost in 100 ~1 methanol. 
Deze mate van extractie werd in eerste instantie gecontroleerd door 
verschillende hoeveelheden aflatoxine B1 op de dunnelaagplaat te 
brengen (van 0,3 tot 4 ng) en deze vervolgens op bovenstaande wijze te 
extraheren. Na de vloeistofchromatografische scheiding worden de 
piekhoogten van deze standaarden vergeleken met de HPLC standaarden en 
op deze wijze worden twee ijklijnen verkregen (zie figuur 16). 
Hieruit is gebleken dat de recovery bij het extraheren van aflatoxine 
B1 van de dunnelaagplaat 88 ± 5% bedroeg. 
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Wat opviel tijdens het onderzoek van een aantal monsters was dat in 
ca. 60% van die monsters een tweetal, op het HPLC systeem, laat 
eluerende componenten werd waargenomen. 
Na interpretatie van de samenstelling van de onderzochte monsters l'lerd 
geconcludeerd dat deze componenten aanwezig waren indien citruspulp 
was verwerkt. 
Deze componenten heinvloeden het bepalen van aflatoxine n1 niet, maar 
zorgen voor een chromatografische analyseduur van ca. 30 minuten, ter-
wijl aflatoxine n1 na ca. 9 minuten van de kolom komt. 
Gedacht \'lerd om bij de dunnelaagchromatografische clean-up andere 
loopvloeistoffen te gebruiken bij de tweede maal ontwikkelen. 
Onderstaande loopvloeistoffen lverden toegepast: 
a. chloroform/aceton (9/1) 
b. chloroform/aceton (95/5) 
c. chloroform/aceton (97,5/2,5) 
d. chloroform/methanol (95/5) 
e. chloroform/methanol (97,5/2,5) 
f. dichloormethaan/aceton (8/2) 
g. dichloormethaan/aceton (9/1) 
i. dichloormethaan/aceton (95/5) 
j. ether/methanol/l'later (97 /2,25/0,75) 
k. ether/methanol (97/3) 
1. tolueen/ethylacetaat/mierenzuur (5/4/1). 
Alleen bij de laatste loopvloeistof werd voor aflatoxine n1 een andere 
(lagere) Rf-waarde gevonden dan voor de interfererende citruspulpvlek-
ken. Na elutie van aflatoxine n1 van de dunnelaagplaat werd bij de 
HPLC inderdaad waargenomen dat de laat eluerende componenten l'laren 
verdl'lenen, echter rondom aflatoxine n1 werden nu meer interfererende 
pieken waargenomen. 
Besloten l'lerd om de loopvloeistof chloroform/aceton/water (88/12/0,2) 
te handhaven. 
De analysetijd bij de vloeistofchromatografie duurde, vatmege die twee 
laat eluerende componenten, ca . 30 minuten. Door, nadat aflatoxine B1 
van de kolom is gekomen, het eluens gedurende twee minuten om te zet-
ten naar acetonitril/water (8/2), kan de analysetijd l'lorden ingekort 
tot ca. 20 minuten (zie figuur 17). 
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De basislijn blijft, nadat van eluens is gewisseld, nog ca. 5 minuten 
onveranderd. Dit geeft de mogelijkheid om eerder van eluens te wisse-
len en ~~el 7 minuten na injektie. De analysetijd zou hierdoor kunnen 
worden ingekort tot ca. 15 minuten. 
figuur 17: chromatagrammen van een monster m4ngvoeder 
zouder e n DJct clueno"Wieooling van 
ace tonitril/water 3/7 naar ~/2 en weer torug . 
zonder eluenswissoli met e luenswisael1ng 
B 
2mÎ.n. 
Om de reproduceerbaarheld van de methode te toetsen werd een monster 
in drievoud onderzocht. Het aflatoxine n1 gehalte in dit monster was: 
1 , 9 lJg/kg 
2,4 llg/kg 
2,3 lJg/kg . 
Met ditzelfde monster werden recoveryproeven op het niveau van 5 lJg/kg 
uitgevoerd en aflatoxine B1 werd voor 85 ± 5% teruggevonden. 
Vervolgens werden een aantal monsters onderzocht volgens het interne 
voorschrift nr. F 21 en volgens de in deze verslagperiode ontwikkelde 
methode. 
De verkregen aflatoxine B1 gehalten volgens beide methoden zijn in 
tabel 2 weergegeven. 
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Tabel 2: Vergelijking van de aflatoxine n1 gehal ten , i n mengvoeders, 
verkregen volgens intern voorschrift nr F 21 en met de nieuw 
ontwikkelde methode 
aflatoxine B1 gehalte in ~g/kg 
Hansternummer int ern voorschrift nieuwe methode 
nr . F 21 
I 
17482 < 5 3, 8/4,5 I 
25110 9 8,4 I 
25598 < 5 I 3 , 8 I 25597 10 8 , 8 
25667 6 I 4 , 4 24671 < 5 1, 8 
25877 < 5 3,0 
25944 < 5 5, 8 
26785 < 5 4, 9 
26373 9 7,9 
26372 9 6 , 1 
26076 10 10, 4 
25875 < 5 0, 8 
26783 < 5 1, 9 
25874 < 5 3 , 3 
26153 < 5 4,7 
26154 11 9,0 
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